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© Bifunktioneile Proteine 

Gentechnisch erhaltliche bifunktiondlle Proteine aus ei- 
nem lnterleukin-2 und einem Granulozylen-Makrophagen 
>Colony Stimulatingc-Faktor-Anteil wetsen die biologische 
Aktivitat beider Komponenten auf, zeichnen stch aber durch 
erhdhte Stabilitat aus. Diese Proteine sind somit Arzneimit- 
tet. die fur die Behandlung maligner Neubildungen geeignet 
sind 
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Patentanspruche 

1. Bifunktionelie Proteine, bestehend aus cinem biologisch aktiven Inter!eukin-2 (IL-2). und eincm Granulo- 
zyten-Makrophagen-"Co!ony Stimulating'-Faktor (GM-CSF)- AnteiL 
5 2. Protein nach Anspruch 1, dadurch gekennzeichnet, daB die beiden biologist aktiven Protein-Anteile 
uber eine Brflcke aus 1 bis etwa 1 2 genetisch codierbaren Aminosauren verknupft sind. 

3. Protein nach Anspruch 2. dadurch gekennzeichnet. daB die Brticke der Formel (II) 

- Asp — (AS).v - Pro - (||) 

10 

entspricht, wobei xeine ganze Zahl von 1 bis IObedeutet und As eine genetisch codierbare Aminosaure mit 
Ausnahme von Cys ist. 

4. Protein nach Anspruch 3. dadurch gekennzeichnet. daO das Bruckeiifclied (AS), die Aminosaurcnfolg" 
15 - Asp - Pro - Met - He - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - 

bedeutet. 

5. Protein nach einem oder mehreren der vorhergehenden Anspriiche, dadurch gekennzeichnet, daB N-ter- 
minal der IL-2-Anteil und C-terminal der GM-CSF*Anteil angeordnet ist. 

20 6. Verfahren zur Herstellung von bifunktionellen Proteinen nach Anspruch 1 bis 5. dadurch gekennzeichnet. 
daB man ein fur diese Proteine codicrctrdes Gen konstruiert und in einer Wirtszelle cxprimieri. 
7. Arzneimittel. bestehend aus cinem Protein nach Anspruch I bis 5, gegebcnenfalls in Kombination mil 
einem pharmakologisch gceigneten Trager. 



-'5 Beschrcibung 

lnterleukin-2. im folgendcn IL-2. wirkt als T-Zellwachstumsfaktor. IL-2 verstarkt die Aktivitat von H Kil- 
ler"-Zellen wie NK (Natural Ki!lcr)-Zellcn. zytotoxischen T-Zellen und LAK (Lymphokine Activated Killer)-Zcl- 
len. 

io Granulozyten-Makrophagen-"Colony Stimulating"-Faktor, im folgenden GM-CSF. hingegen stimuliert die 
Granulozyten- und Makrophagenbildung aus hamatopoetischen Vorlauferzellen. Die Kombination der beiden 
bioiogischen AktiviQten ist fur die Tumorbehandlung mit und ohne Zyiosiatikagabc intcressant. IL-2 und 
GM-CSF <\nd jedoch unterschiedlicli stabil, was zu Problemen bci der dirckten Vcrabrcichung der beiden 
Komponenten und somit zu einer Vcrminderung des thcrapcutischen Erfolges fi'ihren k;mn. 

js Das Problem der untcrschiediichcn Siabilitat kann erfindungsgemaB dadurch gcldst wcrden. daB man dicsc 
bcrden Proteine zu einem bifunktionellen Protein verknupft. 
P.s w urden bcreits Fusionsproteine der allgcmcinen Formel 

Me, - X - Y - Z (,a) 

4o oder 

Met-Z-Y-X (|b) 

/ur gentechnischen Herstellung von gegcbencnfalls modifiziertem GM-CSF vorgcschlagcn. in denen X im 
4j uescmlichen die Aminosaurerfolgc der ersten etwa 100 Aminosauren von vorzugsweisc menschliehcm IL-2 
bedeutet. Y eine direkte Bindung bedeutet. falls die zum gewunschten Protein benachbarte Aminosaure oder 
Ammosaurenfolgc cine Abspaliung des gewiinschien Proteins ermdglicht. oder andcrnfalls ein Hruckcnglied aus 
einer oder mehreren genetisch codierbaren Aminosauren. das die Abspaliung crnoglicht. und Z cine Sequc../ 
aus genetisch codierbaren Aminosauren ist. die das gewunschte GM-CSF-Proicin darsicllt. Man kann hierbci 
50 auch die fiir IL-2 codierende DNA-Sequenz - mehr oder weniger - bis zum Rnde nutzen und so - gegcbencn- 
falls modifiziertes - biologisch aktives IL-2 als "Nebcnprodukf erzeugen (Deutsche Patentanmcldune P 
35 45 568.3). 6 

Die Erfindung betrifft demgegenuber solche Fusionsproteine zur Anwendung in Verfahren /ur thcrapcuti- 
schen Behandlung des menschlichen Korpers bzw. Arzneimittel. die solche Fusionsproteine cnthalten oder aus 

55 solchen Fus.onsproteinen bestehen. Ein weiterer Aspekt der Erfindung betrifft die Vcrwendung dicser Fusions- 
proteine zur Herstellung cines Arzneimittels zur Behandlung maligner Neubildungen. 

Das erfindungsgemaB cingesetzte Fusionsprotein bestcht also aus zwei biologisch aktiven Komponenten. und 
zwar eincrseits aus einzm IL-2-Ameil. der in an sich bekanntcr Weise modifizicrt sein kann. und andererscits aus 
cmem GM-CSF-Anteil. der cbcnfalls modifizicrt sein kann, und gegcbencnfalls einem Bruckenglicd entsprc- 

ro chend der Definition Y in den vorstehend angegebenen Formeln. Vorzugswcise cntspricht die Anordnung der 
beiden Komponenten der Formel la. Das crfindungsgcmaBe Prinzip kann auch zur Herstellung anderer ncuarti- 
ger bifunktioncller Proteine dicnen. 

Die Figur /eigt die Konstrukuon des Plasinids pB30. das fur cin crfindungsgcmaBes bifunkuonellcs Protein 
codieri. 

Modifikationen des IL-2-Mulckuls sind bekannt, wobei hier beispiclhaft nur auf die curopaisehen Patcntan- 
meldungen mil den Vcroffemlichungsnummcrn (im folgenden F.P-AJ 00 9I 539.01 09 748.01 18 617.01 36 489 
und 01 bi 24Q veruiesen sein soil. Wciierhin wurde in der deutsehen Patentanmcldune P 35 37 461.6 ein IL-2-l)e- 
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rivat vorgeschlagen, bci dem N-terminal die ersten sieben Aminosauren delctiert sind. Modifikationen des 
GM-CSF-Mo!eki)b wurden in dcr dcutschcn Patentanmeldung P 35 45 5683 vorgeschlagen. 

Weitere Abwandlungcn dcr beiden aktiven MolekOlantcile kdnncn in an sich bckanntcr Weise vorgenommen 
werden, wobei hicr beispielhaft nur die spezifische Mutagenese erwahnt sei. 

Das BrGckenglied Y hat vorteilhaft die Formel 1 1 5 

- Asp - (As). - Pro - 00 

in dcr x cine ganze Zahl bis zu 10 und As cine belicbige, gcnciisch codierbare Aminosaurc mil Ausnahmo von 
Cystein bedeuten. 10 

Vorteilhaft ist in der Formel II am linken Ende der IL-2-Anteil und folglich am rechten Ende der GM-CSF-An- 
teil angeordnet 

Eine besonders bevorzugte Ausgestaltung von Y weist die Aminosaurenfolge 

- Asp - Pro - Met - He - Thr - Thr - Tyr - Ala - Asp - Asp - Pro - »5 

auf. wobei ebenfalls vorzugsweise der lL-2-Anteil am linken Ende und der GM-CSF-Anteil am rechten Ende 
angeordnet sind. 

Die Expression der erfindungsgemaBen bifunktionellen Proteine kann in an sich bekannter Weise erfolgen. In 
bakteriellen Expressionssystemen kann der Weg der Direktexpression eingeschlagen werden. HierfQr eignen 20 
sich alle bekannten Wirts-Vektor-Systeme wie Bakterien der Arten Streptomyces, B. subtilis. Salmonella typhi- 
murium cder Serratia marcescens, insbesondere E coll 

Die DNA-Sequenz, die fOr das gewiinschte Protein codiert. wird in bekannter Weise in einen Vektor einge- 
baut. der in dem gew&hlten Expressionssystem eine gute Expression gewahrleistet. 

Hierbei wahlt man zweckmaBig den Promotor und Operator aus der Gruppe trp, lac, tac, Pl oder Pr des 25 
Phagen K hsp, omp oder einen synthetischen Promotor, wie sie beispielsweise in der deutschen Offenlegungs- 
schrift 34 30 683 bzw. in der EP-A 01 73 149 beschrieben sind. Vorteilhaft ist die tac-Promotor-Operator-Se- 
quenz, die inzwischen handelsQblich ist (z. B. Expressionsvektor pKK223-3. Pharmacia, "Molecular Biologicals. 
Chemicals and Equipment for Molecular Biology**, 1984, S. 63). 

Bei der Expression des erfindungsgemaBen Proteins kann es sich als zweckmaBig erweisen, einzelne Tripletts 30 
der ersten Aminosauren nach dem ATG-Start-Codon zu verandern, urn eine eventuelle Basenpaarung auf der 
Ebene der mRNA zu verhindern. Solche Veranderungen wie Deletionen oder Additionen einzelncr Aminosau- 
ren sind dem Fachmann geiaufig und ebenfalls Gegenstand der Erfindung. 

Fur die Expression in Hefen — bevorzugt S. cerevisiae — verwendet man zweckmaBig ein Sekretionssystem. 
beispielsweise die heterologe Expression uber das a-Faktor- System, das mehrfach beschrieben ist. 35 

Fur die Expression des bifunktionellen Molekiils in Hefe ist es vorteilhaft, wenn in dem bifunktionellen Protein 
dibasische Pepiidsequenzen sowic Glykosylierungsstellen durch entsprechenden Austausch einzelner Amino- 
sauren zerstort werden. Hierbei ergeben sich viele Kombinationsmoglichkeiten, die auch die biologische Wir- 
kung beeinflussen konnen. 

Die Expression von IL-2 in Hefe ist aus der EP-A 01 42 268 bekannt. von GM-CSF aus der EP-A 01 88 350. 40 
Die Verabreichung der erfindungsgemaBen bifunktionellen Proteine entspricht derjenigen der beiden Kom- 

ponenten. Wegen der groBeren Stabilitat ist jedoch in vielen Fallen eine geringerc Dosierung moglich, die sich 

im unteren Bereich der bisher vorgeschlagcnen Dosierungen halt. 

In den folgenden Beisnielen wird die Erfindung naher erlautert. Prozentangaben und Relationen beziehen sich 

auf das Gewichu sofern keine ander z:\ Angaben gemacht sind. 45 

Beispiel 1 

Das Plasmid p!59/6(EP-A2 01 63 249, Fig. 5;(1) in der vorliegenden Figur) enthait zwischen einer EcoRI- und 
siner Sall-Schnittstelle ein synthetisches, fur IL-2 codierendes Gen. Die DN A-Sequenz fiir dieses Gen ist in der so 
genannten EP-A2 als "DNA-Sequenz P wiedergegeben. Im Bereich der Tripletts 127 und 128 befindet sich eine 
Taql-Schnittstelle. Aus diesem Plasmid wird, durch Schneiden mit EcoRI und Taql, die IL-2-Teilsequenz (2) 
herausgeschnitten und isoliert. 

Aus der EP- A2 01 83 350 ist das Plasmid pHG23 (3) bekannt, das fur GM-CSF codiert. Die GM-CSF-cDN A ist 
in Fig. 2 dieser EP-A2 wiedergegeben. Das Plasmid pHG23 wird erhalten, wenn man die cDNA-Sequenz in die 55 
Pstl-Schniustelle von pBR322 einbaut, wobei etnerseits von der Pstl-Schnittstclle beim 5'-Ende und andererseits 
von einer durch GC-'Tailing*' eingefuhrten Pstl-Stelle am 3'-Ende Gebrauch gemacht wird. Aus diesem Plasmid 
wird durch Schneiden mit SfaNI und PstI die DNA-Sequenz (4) isoliert, die den groOten Teil des GM-CSF-Gens 
enthait. 

Nach der Phoshit-Methode wird das folgende Oligonukieotid (5) synthetisiert: 60 
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20 Das Oligonukleoiid (5) erganzt am 5'-Ende die DNA-Sequenz von IL-2, wobei jedoch in Position 1 33 anstelle 
von Thr Asp steht. Am 3'-Ende dieses Oiigonukleotids finden sich die Nukleotide, die durch Schneiden mil SfaNI 
aus der cDNA weggefatlen sind. 

Die Herstellung des Expressionsplasmids pEWI 000 (6) ist in der (nicht vorveroffentlichten) deutschcn Patent- 
anmeldung P 35 41 856.7 vorgeschlagen (Fig. 1). Dieses Piasmid ist ein Derivat des Plasmids ptac 1 1 (Amann et 

25 aL Gene 25 (1983) 167-178). bei dem in die Erkennungsstelle fflr EcoRI eine synthetische Sequenz eingebaut 
wurde, die eine Sall-Schnittstelle enthalt Man erhalt so das Expressionsplasmid pKK 1 77 J. Durch Insertion des 
lac- Repressors (Farabaugh, Nature 274 (1978) 765-769) erhalt man das Plasmid pJF118. Dieses wird an der 
singulSren Restriktionsschnittstelle ftir Aval gedffnet und in bekannter Weise durch Exonuklease-Behandlung 
urn etwa 1000 bp verkiirzt und ligiert. Man erhalt das Plasmid pEV/1000 (6). Durch Offnen dieses Plasmids im 

30 Polylinker mit den Enzymen EcoRI und PstI erhalt man das linearisierte Expressionsplasmid (7). 

Diese linearisierte Plasmid-DNA (7) wird nun mit dem DNA-Fragment (2). das fur die IL-2-Sequenz codiert. 
mit dem synthctischen Oligonukleotid (5) und mit dem cDNA-Fragment (4) ligiert. Es entsteht das Plasmid pB30 
(8). das in den E. coli-Siamm Mcl06! transformiert wird. Die Plasmid-DNA einzelncr Klone wird isoliert und 
durch Restriktionsanalysc charakterisiert. 

35 

Beispiel 2 

Kompetente Zellen des E. coli-Stammes W3110 werden mit dem Plasmid pB30 (8) transformiert. Eine Obcr- 
nachtkultur des Stammes wird mit LB-Medium (j. H. Mil!er, Experiments in Molcc. Gen. Cold Spring Harbor 

40 Lab. 1972), das 50 ng/ml Ampicillin enthalt. im Verhaitnis von etwa 1 : 100 verdunnt und das Wachstum iibcr 
OD-Messung verfolgt. Bei OD - 0,5 wird die Kultur auf eine Konzentration von 2mM lsopropyl-/*-galactopyra- 
nosid (IPTG) eingestellt und die Bakterien werden nach 150- 180 Minutcn abzentrifugiert. Die Bakterien 
werden ca. 5 Minuten in einer Puffermischung (7M Harnstoff, 0,1% SDS, 0,IM Nairiumphosphat, pH 7,0) 
behandelt und Proben auf eine SDS-Gelelektrophoreseplatie aufgetragen. Die Expression des bifunktionellen 

45 Proteins wird so bestatigt. 

Die angegebenen Bedingungen gelten fur Schuttelkulturcn; bei groBcrcn Fermcniationen sind cntsprcchcnd 
veranderte OD-Werte, Nahrmedien und variiene IPTG-Konzentrationcn zweekmaBig. 

Beispiel 3 

Nach Induktion werden E. coli W31 10-Zcllen, die das Plasmid pB30 (8) enthaltcn. abzentrifugiert, in Natrium- 
phosphatpuffer (pH 7) resuspendiert und erneut abzentrifugiert. Die Bakterien werden in dem gleichen Puffer 
aufgenommen und anschlieBend aufgeschlossen (French Press, ®Dyno-Muhle). Der ZellaufschluB wird abzentri- 
fugiert. Oberstand und Sediment werden mittels SDS Polyacrylamidelcktrophorese wic im Beispiel 2 beschrie- 

55 ben analysiert. Nach Anfarben der Proteinbandcn zeigt sich. daB das bifunktionclle Protein im Sediment des 
Aufschlusses gefunden wird. Das Sediment wird mehrmals mit chaotropen Puffern und zuletzt mit Wasscr 
gewaschen, wobei das gewunschte Protein weiter angereichert wird. In der waBrigen Proteinsuspension wird 
anschlieBend die Proteinkonzentration bestimmt. Die Suspension wird nun auf eine Konzentration von 5M 
Guanidiniumhydrochlorid und 2 mM Dithiothreitol (DTT) eingestellt. Das Gemtsch wird ca. 30 Minuten unter 

bo Stickstoff geriihrt und anschlieBend mit 50 mM Tris-Puffer (pH 8,5) so verdunnt, daB die Proteinkonzentration 
100 ug/ml ergibt. Nun wird gegen diesen Tris-Puffer dialysiert und nach 2maligcm Pufferwcchsel gegen Wasscr 
dialysiert. Das so behandeltc Protein wird stcril filtriert und auf seine biologischc Aktivitat iibcrpruft. Es zeigt 
sowohl im lnterlcukin-2-abhangigen CTLL 2 Zellproiiferationstest als auch im humancn Knochenmarkstcst 
voile biologische Wirkung. Gemischtc Kolonien aus Granulozyten und Makrophagcn werden da bei beobachtct. 

h', Das bifunktionclle Protein kann uber lntcrlcukin-2-spczifische Affinitatschromatographic weiter gcrcinigt 
werden. Das Protein ist auch dann in beiden Tests aktiv. Ein E. coli-Exirakt des nichttrunsformierten Stanin.es 
VV3! 10. der wie beschrieben behandelt wurde. zeigt dagegen kcine Aktivitat. 
Fur die technische Herstellung des Produktes sind andcre. an sich bekannte Rcinigungsverfahren /.weekmafiig 
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wic 1 nentausch. Adsorption. Gelfiltrat ion und prfiparative HPLC-Chromatographie. 
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He lie Ser Thr Leu Asp Pro Met lie 

CG ATC ATC TCT ACC CTG GAC CCG ATG ATC 

c m „rv i , TAG TAG AGA TGG GAC CTG GGC TAC TAG (5) 
SmaLXmol Tool 
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Sall.Accl.Hincll Thr Thr Tyr Ala Asp Asp Pro (Alo) (Pro) 
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